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 結核菌の膜系は細胞質膜とメソゾームから左っている。す左わら細胞質膜を構成する約80A
 のu且i七membraneが基本となり,これが細胞質内に入り込んで多層の膜構造と'なり,細胞
 質内に独立した小器官のような空聞を占めるに至る。膜系がこのような形態セとるときメソゾー
 ムと呼ばれる。このメソゾームの機能について.その研究の一環として、電子顕微鏡レベルでめ
 細胞化学的手技を用いて各種酵素活性の局在部位の観察を行った。
 実験方法と成績
 Dubo8培地に7日間培養したヒト型結核菌H57Ra株を用いた。Lコハク酸脱水素酵素活
 性部位:Seαarらの方法によって検出を行った。すなわちTNBT(または聾BT)沿よぴコ
 ハク酸ソーダを含む反応液に菌を57じで20分間浸漬反応させた。この菌の超薄切片像で電子
 密度の高いfOrmazanのaggregateがメソゾームに限局して認められた。一部鰯胞質膜に
 も認められたが,細胞質膜にむけるfOr皿貧za且の沈蒲はメソゾームにみられるほど著明では
 なかった。対照として基質を含まない液.阻害剤φalMマロン酸ソーダを加えた反応液に
 浸漕1.た菌でけfOr鴉azanの生成仁t強ぐ抑制・された。∬.チトクローム酸化酵素活性部位:Bu-
 r8toneのP-ami且odiPhenyユamine法の変法によって検出したひす左わらP-a皿ino
 -diPhenyユamiユe,P-a皿ino-P!一methoxy-diPhenylamiユe乞含む反応液に菌
 を57℃でラ0分間浸漬反応させ掲この菌の切片像では・コバク酸脱水素酵素の局在部位とほ
 y同様κオソゾームに限局した電子密度の高い反応産物の沈着が認められた。一部細胞質膜にも
 軽隻に反応産物の沈着が認められた。阻害剤シアンカリ(10一3M)を加えた反応液に浸漬した
 菌でぱ強い反応の抑制がみられ、,ほとんど反応産物の沈着はみられ左かつたo皿.ATPアーゼ活
 性部位:〇七ero_Vilardebざらの方法の変法によって検出した。すなわら1%グルタ_ル
 アルデヒドで10分商前固定した歯乞ATP乞含む硝酸鉛液に浸潰して,57じで1時間反応さ塾
 せた。2%醋酸水で洗浄して非特異的反応産物を除去してから,蒸溜水で洗浄して1%0804で
 固定,脱水、包埋した。この超薄切片像でぱ電子密度の高い反応産物がメソゾームと細胞質膜の
 上に沈着してみられ、とくに微細左沈着物がメソゾーム構成膜の上に認められた。細胞質内にも'
 反応産物の散在をみたが、核内には認められなかった。基質を含まない反応液,阻害剤の巳01
 M弗化ソーダ乞加えた反応液に浸潰した菌ではこのような反応産物の沈着ぱ著明に減少していた9
 W.酸性フォスファターゼ活性部位:Gomoriの方濠の変法によって検出した01%グルター
 ルアルデヒドで10分間前固定した菌乞グリセゴ燐酸ソーダを含む硝酸鉛液に浸潰して,37℃
 で1時間反応させた。反応後3%醋酸水で洗浄して非特異的反応産物を除去した。この解薄切片
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 像では反応産物は電子密隻の高い沈着物としてメソゾーム'と細胞質膜曙明に認められ,とくに
 メソゾームの構成膜の外側両面に微細左粒子伏に配列した沈着が認められた。このほか細胞質に
 も反応産物の散在乞認め卑が・核内にはみられなかった。基質乞含まぬ液・阻害剤のaolM弗
 化ソーダを加えた反応液に浸漬した菌ではこのよう左反応産物の沈着は著明に減少していたo
 V.カナマイシン処理によるメソゾームの形態変化および酵素活性の変化:DUbOs培地に7日間
 培養したヒト型結俵菌H37Ra株に,カナマイシン10τ/mlの濃度で加え,57Cで娼時間作
 用させた。さらにこの菌についてコハク酸脱水素酵素かよびチトク・一ム酸化酵素活性の細胞化
 学的検出乞行った。カナマイシン作用菌の超薄切片像でメソゾーム構購膜の断裂像あるいは廿ロー
 i七membraneが単層または多層で細胞質内を横切って伸長したf象がしばしぱ観察され
 た。さらに細胞化学的処理セ行った場合,メソゾームの構造の乱れにとも左い酵素活性を示す反.
 応産物の沈蒲が著明に減少していることが観察された。
 考察および結論
 従来細菌にかける酵素局在の問題は主として分画法による生化学的方法で研究されてきた。メ
 ソゾームむよび細胞質膜を含むと考えられる顆粒画分に呼吸酵素をはじめとし各種酵素が濃厚に
 存在することが報告されてきたが。メソゾームの単離は極めて困難であるため,これ等の生化学
 的実験成績からはメソゾームと酵素局在の関係は必らずしも明確では左かつた。電子顕微鏡レベ
 ルでの細胞化学的手技を用い結核菌にかける各種の酵素活性部位を曲olece11の切片で直
 接観察することが出来た。コハク酸脱水素酵素とチトク・一ム酸化酵素の活性は主としてメソゾ
 ームに限局し,一部細胞質膜にも存在する。カナマイシン作用菌でメソゾームの構造の乱れに平
 行してこれらの呼吸酵素活性が著明に低下していることが観察されたが,この事実はメソゾーム
 と呼吸酵素活性の関係乞またちがった面より示唆しているものと考えられるoATPアーゼと酸
 性フォスフアタ」ゼの活性もメソゾームに集中しているが,一部細胞質膜および細胞質にも散在
 する。メソゾームを中心とする細菌の膜系には多様な機能が推測されているが,以上の実験成績
 よ匂結核菌の膜系とくにメソゾームは高等細胞のミトコンドリアに類似した機能をもつものと考
 えられるが,また酸性7オスフアタ」ゼ活性の局在部位であることより,刀ゾゾーム様の機能を
 もつことも推定される。
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 '審査結果の要一倉
 本論文は細胞質膜とメソゾームとよりな,る結核菌の膜系について電子顕微鏡による詳細な観察
 を行い,更に紬包化学的手技を用いて各種酵素活性の局在部位を電子顕微鏡レベルで検出した。
 (11コハク酸脱水素酵素についてはTNBTまたはNBTとコハク酸ソー〆を主ξすう反応液で反
 応させた上,電子密度の高いformazanの沈着によってその局在部位を検出し,メソゾームに
 局在することを認めた。..
 (21チトクローム酸化酵素についてはp-aminodiphenylamineとp-a'mino-p仁
 methoxy-diPhenyユamineを主とする反哺液で反応させた上,その切片像でメソゾーム
 に限局した電子密度の高い反応産物の沈着として検出した。
 (31ATPアーゼについてはATP,硝酸塩などを主とする反応液に菌体を浸漬して反応させ,
 その切片像において電子密度の高い反応産物をメソゾ_ムと細胞質膜の上に沈着物として検出しヲ
 た。また細胞質内にも若干の反応塗物の散在を認めた。
 (41酸性フォスファターゼについてはグリセ・燐酸ソーダ,硝酸鉛を主とする反応液に菌体を
 浸漬反応させ,その切片像において電子密度の高い反応産物として検出し,メソゾームと細胞質
 膜に著明な沈着を認めたが,一部細胞質にも反応産物の散在を認めた.
 ⑤カナマイシン処理結核菌で著明な形態学的変化の起ることを観察し,とくにメソゾームの
 断裂像など興味ある知見をえた。更にコハク酸脱水素酵素とチトク・一ム酸化酵素の活性がメソ
 ゾームの構造の崩壊と平行して低下することを確認し,メソゾームの機能を解明すると同時に,
 カナマイシンの作用機作の解明に重大な知見を与えた。
 以上のように,従来結核菌について形態学的に認められていたメソゾ粋ムを中核とする膜系に
 関する知見と,生化学的に認められてきた酵素活性とを,結核菌の切片上において完全な形で結,
 びつけて理解することに成功し,細菌膜系とくにメソゾームが動物細胞のミトコンドリヤ類似の
 機能のほかに多様な機能を営むことを明瞭に示した。
 細菌細胞につい七細胞化学的手技を応用した電子顕微鏡的観察は従来少く,しかも本論文のよ
 うに系統的に知こなった観察はきわめて貴重で,細菌細胞の構成要素の機能の解明に果す貢献は
 大なるものがある。
 よって本論文は医学博士の学位を授けるに十分であると判定される。
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